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 脊椎動物では、H2A.Zをコードする 2つの遺伝子(H2A.Z.1および H2A.Z.2)が存在する。当研究室
の松田博士は、遺伝子破壊細胞の樹立が可能なニワトリ DT40細胞を用いて、テトラサイクリン誘














Fig. 2 Effect of H2A.Z DKO in transcriptional regulation. (A) Scatter plot comparing transcription expression profiles of 
wild type (WT) and H2A.Z DKO DT40 cells. Numbers of up-regulated and down-regulated genes (≧ 2-fold; black 
dots) in H2A.Z DKO cells are indicated. (B) Comparison of transcriptional induction in EGR1 gene. WT and H2A.Z 
DKO cells were cultured in a serum starved medium and then treated with fetal bovine serum. The expression of 














Fig. 3 H2A.Z DKO led to mitotic defects. (A) Representative growth curves of the H2A.Z DKO cells in the absence (-tet) 
or presence (+tet) of tetracyclin. (B) FACS analysis of H2A.Z DKO cells. (C) Mitotic chromosomes (DAPI, blue) and 
mitotic spindles (anti α-tubulin antibody, green) in H2A.Z DKO cells cultured in the absence (-tet) and presence (+tet 72 
h, +tet 96hr) of tetracycline. (D) Summary of visual quantification of cell-cycle state and phenotypes of H2A.Z DKO 








の特徴的なアミノ酸配列に変異を導入した変異型 H2A.Zを H2A.Z DKO細胞に発現させ、野生型
H2A.Zを発現させた H2A.Z DKO細胞と表現型を比較することによって、H2A.Zの機能ドメインの
解析を試みた(Fig. 4-B)。 
まず、H2A.Z DKOに対して FLAG標識した H2A、あるいは FLAG標識した H2A.Z.1を安定発現
する細胞株(DKO/F-H2A, DKO/F-H2A.Z.1)を樹立し、H2A.Z DKO 細胞における致死性が相補されて
いるかを検証した。クロマチン画分を回収した後ウエスタンブロット解析を行い、発現させた F-H2A
および F-H2A.Z.1がクロマチン中に導入されていることを確認した(Fig. 5-A)。次に細胞増殖の解析
を行った結果、DKO/F-H2A.Z.1のみが H2A.Z DKO細胞の増殖を回復させることが示された 
(Fig. 5-B)。この結果は、H2A.Z DKO細胞の致死性は外来性 H2A.Zの発現によって相補可能である
ことを示している。 
Fig. 4 Analysis of functional domains of H2A.Z. (A) Alignment of amino acid sequence of chicken H2A.Z.1 and H2A. 
Identical amino acids between H2A.Z.1 and H2A were colored with orange. (B) Strategy for analyzing functional domains 
of H2A.Z by using H2A.Z DKO cells. 
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(Fig. 5-C)。次に、マイクロアレイ転写解析を行い H2A.Z DKO 細胞と DKO/H2A.Z.1細胞の間の遺伝
子発現プロファイルを比較した結果、H2A.Z DKOによる遺伝子発現変化とは逆に、外来性 H2A.Z
の発現により遺伝子発現の活性化が観察された (Fig. 5-D)。これらの結果は、外来性 H2A.Z.1の発
現によって H2A.Z DKO細胞の表現型を相補可能であることを示している。 
 
  
Fig. 5 Genetic complementation analysis of H2A.Z DKO cells by exogenous H2A.Z. (A) Western blot analysis of 
DKO/F-H2A.Z.1 and DKO/F-H2A using anti-H2A.Z and anti-FLAG antibodies. (B) Representative growth curves of DKO, 
DKO/F-H2A.Z.1 and DKO/F-H2A cells. (C) Summary of visual quantification of cell-cycle state and phenotypes in DKO 
and DKO/H2A.Z.1 cells. (D) Scatter plot comparing expression profiles of DKO/H2A.Z.1 and H2A.Z DKO cells. Numbers 
of up-regulated and down-regulated genes in DKO/H2A.Z.1 cells are indicated using black dots. 
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非アセチル化型 H2A.Z (5KR-H2A.Z)を構築した(Fig. 6-A)。さらに、H2A.Zの N末端テールのアミノ
酸配列の特異性がゲノム機能制御に重要な機能をもつ可能性を考え、H2A.Zの N末端テールを H2A
型に置換したキメラ型 H2A.Z (H2A-H2A.Z)も構築した(Fig. 6-A)。これら２種の変異型 H2A.Zを
H2A.Z DKO 細胞で安定発現させた細胞株 (DKO/5KR-H2A.Z, DKO/H2A-H2A.Z)を樹立し、表現型の
比較解析を行った。 
 まず、これらの細胞株を用いて H2A.Z N末端テールの染色体分配への寄与を検証した。細胞増殖









性も低いことが示された(Fig. 7-A, B)。さらに、DKO/5KR-H2A.Z細胞と DKO/H2A-H2A.Z細胞にお
いて発現が異なる方向に変化する遺伝子 IRF4と SEPT11が見出された。これらの遺伝子の発現を
定量 PCRを用いて確認したところ、両遺伝子ともに 5KR-H2A.Zと H2A-H2A.Zによって転写が異








Fig. 7 Comparison of gene expression profiles of DKO/H2A.Z.1, DKO/5KR-H2A.Z and DKO/H2A-H2A.Z cells. (A) Venn 
diagram representing dysregulated genes in DKO/5KR-H2A.Z and DKO/H2A-H2A.Z cells. (B) The transcription levels of 
dysregulated genes in DKO/5KR-H2A.Z and DKO/H2A-H2A.Z cells were plotted according to their log2 expression 
ratios. (C) Relative expression levels of IRF4 and SEPT11 in DKO/H2A.Z.1, H2A.Z.2-KO, DKO/5KR-H2A.Z, and 
DKO/H2A-H2A.Z cells were confirmed by quantitative RT-PCR. 
Fig. 6 Acetylation and amino acid sequence of the N-terminal tail of H2A.Z are not required for mitotic progression. 
(A) Schematic representation of the H2A.Z.1, 5KR-H2A.Z, and H2A-H2A.Z. (B) Representative growth curves of DKO, 
DKO/H2A.Z.1, DKO/5KR-H2A.Z, and DKO/H2A-H2A.Z cells. (C) Summary of visual quantification of cell-cycle state 






























Fig. 8 Proposed model representing selective 
contributions of the N-terminal tail and the histone 
fold domain of H2A.Z to transcriptional regulation 
and mitotic progression.  
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